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M oglichkeit der Nutzung von 
Zellkulturmethoden in der 
Arzneimittelentwicklung 

Claudia Schleger, Niels Krebsfaenger, Arno Kalkuhl, Rainer Bader und Thomas Singer 
Boehringer Ingelheim Pharma KG, D-Biberach 



Zusammenfassung 

Die fur die Arzneimittelzulassung notwendigen Tierversuche 
sind aufwendig, kostenintensiv und oft fur die Here belastend. 
Daher ist es sinnvoll, mogliche Entwicklungskandidaten schon 
im Vorfeld mit Hilfe von in vitro Zellkultursystemen toxikolo- 
gisch zu uberprufen. In vitro Zellkulturmethoden zeichnen sich 
im Vergleich zum Tierversuch durch geringen Substanzhedarf 
und eine relativ kurze Testdauer aus. Zusdtzlich bieten sie die 
Moglichkeit, mechanistische Fragestellungen beantworten oder 
humanspezifische Toxizitdt untersuchen zu konnen. Einf runes 
toxikologisches Screening mit Zellkulturmethoden stellt daher 
eine wichtige Entscheidungshilfe bei der Auswahl potentieller 
Arzneimittelkandidaten dar. 

Primdre Hepatozyten konnen fur die Bestimmung der substqnz- 
induzierten Zytotoxizitdt verwendet werden. Diese kann unter 
geeigneten Bedingungen als Mqfi fur die allgemeine Toxizitdt 
verwendet werden. Endpunkte wie Apoptoseindex, Redoxstatus 
oder Genexpressionsmuster eignen sich fur mechanistische 
Fragestellungen. Die Einbeziehung von primdren humanen 
Hepatozyten ist eine wichtige Basis fur die Extrapolation von 
experimentellen Befunden aufden Menschen. 
Da teratogene Befunde im Tierversuch im allgemeinen den 
Ahbruch der Entwicklung einer Substanz bedeuten, ist es 
sinnvoll, mit Hilfe eines in vitro Embryotoxizitdtstests schon frith 
das teratogene Potential zu bestimmen. Hierfur eigne t sich der 
von der ZEBET entwickelte Embryonale Stammzelltest (EST). Es 
wird die Fahigkeit embryonaler Stammzellen bestimmt, unter 
Substanzeinwirkung zu schlagenden Herzmuskelzellen zu 
differenzieren. Im Vergleich dazu werden die Zytotoxizitdt der 
Substanz auf die embryonalen Stammzellen einerseits sowie auf 
eine ausdifferenzierte Fibroblastenzelllinie andererseits gemes- 
sen. In einer von ECVAM initiierten Validierungsstudie zeigte 
der EST eine sehr gute Korrelation mit den in vivo Daten. 



Summary: Innovative Cell Culture Methods in Drug Develop- 
ment 

The animal studies necessary for drug registration are time- 
consuming, costly, and often stressful for the animals. Toxico- 
logical screening of drug candidates early in development 
with in vitro cell culture systems is therefore of relevance. In 
contrast to animal studies, in vitro cell culture methods are 
characterized by a low compound requirement and a short 
duration. Additionally it is possible to include mechanistic 
studies or to test for toxicity specific to humans. Therefore, 
early toxicological screening can provide a useful support for 
selecting the most promising drug candidate. 
Primary hepatocytes can be used to measure the cytotoxicity 
of a test compound. These results can be used to estimate 
general toxicity. Measuring endpoints like apoptosis, redox 
status, or gene expression profiles can help to answer mecha- 
nistic questions. The use of primary human hepatocytes 
provides early predictivity for hepatotoxicity specific to 
humans. 

Since teratogenic findings in animal studies often lead to 
abandonment of development, it is reasonable to use an in 
vitro embryotoxicity assay for early determination of the 
teratogenic potential of a compound, e.g. the embryonic stem 
cell test (EST) which was recently developed by ZEBET. In the 
EST embryonic stem cells are investigated for their preserved 
capability to differentiate into cardiomyocytes following drug 
exposure. In comparison cytotoxicity of the test substance is 
analyzed in embryonic stem cells and in differentiated 
fibroblast cells. In a validation study initiated by ECVAM the 
EST shows a high correlation with in vivo data. 

Keywords: toxicity screening, primary hepatocytes, embryonic 
stem celt lest 



1 Einieiturig 

Die fiir die Arzneimittelentwicklung und - 
zulassung gesetzlich vorgeschriebenen 
Tierversuche zur Bestimmung der akuten, 
subakuten und chronischen Toxizitdt, so- 
wie des karzinogenen und teratogenen 
Potentials eines Arzneimittelkandidaten 
sind zum einen sehr aufwendig und kosten- 
intensiv, zum anderen hiiufig belastend fdr 



die Ticre. Dies macht es sowohl aus Griin- 
den des Tierschutzes als auch zur Kosten- 
einsparung erforderlich, schon zu einem 
friihen Zeitpunkt in der Arzneimittelent- 
wicklung moglichst erfolgversprechende 
Entwicklungskandidaten auszuwahlen. 
Wichtige Parameter fiir diese Selektion 
sind die pharmakologische Wirkung einer 
Substanz, ihre pharmazeutischen Eigen- 
schaften, Bioverfugbarkeit und Toxizitat. 



Zur fruhzeitigen Abschatzung der To- 
xizitat einer Substanz wird haufig in ex- 
plorativen Versuchen eine kleine Anzahl 
von Tieren kurzzeitig mit den moglichen 
Arzneimittelkandidaten behandelt. Trotz 
der im allgemeinen hohen PradiktivitHt 
vonTierversuchen ist es aber sinnvoll, fiir 
ein friihes toxikologisches Screening in 
vitro Zel lk ultursy steme zu etablieren, da 
zum einen bet Entwicklungsbeginn nur ge- 
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ringe Substanzmengen zur VerfUgung ste- 
hen, und sich zum anderen explorative 
Tierstudiert reduzieren lassen. Zusatzlich 
kdnnen diese in vitro Zellkultursysteme 
fiir mechanistische Fragestellungen oder 
die AbklarunghumanspezifischerToxizi- 
tat genutzt werden. 

Zwei Beispiele fur Zellkulturmethoden 
- der Einsatz von primaren Hepalozyten- 
kulturen in der allgemeinen Toxikologie 
und die Verwendung von Embryonalen 
Stammzellen in der Reproduktionstoxiko- 
logie - werden hicr vorgestellt. 

2 Primare Hepatozyten 

Die MttgJichkeiten, primare Hepatozyten 
in der Arzneimittelforschung und Ent- 
wicklung einzusetzen, sind in der Litera- 
tur ausfiihrlich beschrieben (Review-Ar- 
tikel z.B. Castell et al., 1997; Gomez- 
Lcchon ct al., 1997). Dieses in vitro Mo- 
dell erscheint fiir die Arzneimittelfor- 
schung besonderes geeignet, da erstens die 
Leber ein haufiges toxikologisches Ziel- 
organ ist, zweitens wegen der metaboli- 
schen Kompetenz von Hepatozyten auch 
die heute haufig verwendeten Prodrugs 
untersucht werden kbnncn und sich daher 
drittens auch Giftungs- oder Entgiftungs- 
vorgaiige, die in den Hepatozyten ablau- 
fen, beriicksichtigen lassen . 

Die Extrapolation von Ergebnissen mit 
isolierten Zellen auf einen komplexen Or- 
ganismus und somit die Relevanz fiir den 
Menschen ist selbstredend mit vielen Ein- 
schrankungen versehen und kann nur durch 
eine umfassende experimentelle Evaluie- 
rung erfolgen. In diesem Zusammenhang 
ist fur die Arzneimittelsicherheit das 
MEIC-Programm „ Evaluation of Acute 
Systemic Toxicity" von Bedeutung. In die- 
ser Studie wurde die Relevanz von in vitro 
Zytotoxizitatstests fiir die Pradiktion der 
akuten Toxizitat beim Menschen unter- 
sucht. Es konntc gczcigt werden, dass die 
Korrclation zwischen in vitro Zytotoxizi- 
tatstests und der letalen humanen Serum- 
konzentration sowie die Korrelation zwi- 
schen Tierversuch (Ratte und Maus) und 
Mensch in etwa gleich war. Die Korrelati- 
on zwischen in vitro Methoden und der 
humanen Situation konnte durch eine iso- 
lierte Betrachtung von Substanzen mit ver- 
gleichbarem toxischen Effekt noch deut- 
lich gesteigert werden (Ekwall et al., 1998). 

Zur in vitro Untersuchung von subaku- 
ten oder chronischen Effekten lassen sich 



primare Hepatozyten im sogenannten 
, f Sandwich-Verfahren" kultivieren (Dunn 
et aL, 1989). Dabei konnen die charakte- 
ristische polygon ale Morphologie und die 
Polaritat der Hepatozyten Uber einen Zeit- 
raum von mehreren Wochen erhalten wer- 
den. Die Abbildungen 1 und 2 zeigen ei- 
nen Zytotoxizitatstest nach Behandlung 
von primaren Hepatozyten der Ratte mit 



Allylalkohol. Als MaB fur die Zytotoxizi- 
tat wurde die Freisetzung zellularer En- 
zyme (enzyme- leakage) vcrwendet. Die 
Zytotoxizitat von Allylalkohol steigt durch 
wiederholte Gabe deutlich an. Dieser Ef- 
fekt ist auch bei anderen Testsubstanzen 
in unterschiedlichem MaBe zu beobach- 
ten, wodurch bei langerer Behandlung die 
Substanzkonzentrationen den Serumkon- 
zentrationen aus chronischen Tierversu- 
chen nahe kommen konnen. 

Zur Klarung mechanistischer Fragen 
konnen neben dem enzyme-leakage wei- 
tere spezifische Endpunkte betrachtet wer- 
den, wie z.B. die Albumin-Produktion, der 
Redox- und Energiestatus sowie die Be- 




0.1 t to too 

Konzsntration (p]|/ml) 



Abb. 2: Laktatdehydrogenase (LDH)-Lea- 
kago nach Behandlung von primSren He- 
patozyten mit verschledenen Konzentra- 
tlonen Allylalkohol fOr ein, zwel oder drel 
Tage. 



stimmung von Apoptose- und Mitoserate. 
Zusatzlich zeigen hier neue Methoden wie 
z.B. Microarrays vielversprechcnde Mog- 
lichkeiten auf, da sie die parallele Genex- 
pressionsanalyse mehrerer tausend Gene 
crmdglichen. 

Der Vergleich primarer Hepatozyten 
von Ratte und Mensch ermftglicht die 
Untersuchung humanspezifischer Effekte. 



Zum Bei spiel weisen klinische Daten bei 
dem Lipidsenker Clofibrat darauf hin, dass 
die bei dur Ratte beobachtete Peroxiso- 
menproliferation und damit verbundene 
Hepatokanzerogenitat fiir den Menschen 
keine Rolle spielt. Interessanterweise zei- 
gen auch in vitro kuhivierte primare hu- 
mane Hepatozyten im Gegensatz zu pri- 
maren Hepatozyten der Ratte keine typi- 
sche response nach Behandlung mit Pero- 
xisomenproliferatoren (z.B. Hildebrand et 
al., 1999). Ein weiteres Beispiel fiir die 
"Speziesspezifitat ist das Herzglykosid Di- 
goxin, das fiir den Menschen wesentlich 
toxischer ist als bei spiel sweise fiir Ratten. 
Humane Zcllkulturen zeigen hier im Ver- 
gleich zu ticrischen Modellen eine gute 
Priidikti vitaX was auf die hdhere Dichte der 
durch Digoxin gehemmten K + /Na + ATPa- 
se in humanen Zellen zuruckgefuhrt wird 
(Joveret al., 1992). Ein aktuelles Beispiel 
fiir Humanspezifitat in der Ent wick lung 
ciner Tumorthcrapie ist der tumor necro- 
sis factor-related apoptosis-inducing li- 
gand (TRAIL), der in kultivierten huma- 
nen Hepatozyten Apoptose hervorruft. Die- 
ser Effekt von TRAIL war in Tierstudien 
mit Mausen und Primaten nicht beobach- 
tet worden (Jo et al., 2000). Diese Ergeb- 
nisse zeigen, dass primare humane Zellen 
fiir die Forschung und Entwicklung von 




Abb. 1 : Kollagensandwichkulturen von primaren Ratten hepatozyten a) unbehandelte 
Kontrolle, b) nach Behandlung mit Allylalkohol (10 ug/ml) f Or zwel Tage. 
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Arzneimitteln, die immer spezifischer auf 
molekulare Signalwege Einfluss nehmen, 
von grofier Wichtigkeit sein kbnnen. Die 
Bedeutung speziesspezifischer Unterschie- 
de in der Toxizitat wird durch eine Rcihe 
von Fallen unterstrichen, in denen bereits 
eingefuhrte Arzneimittel (Rezulin®, Tro- 
van®, Tasmar®) wegen humaner Leberto- 
xizitat wieder vom Markt genommen wer- 
den mussten. Hier wurden die im Tierex- 
periment beobachteten Effekte nicht als li- 
mitierend fur die Entwicklung dicser Arz- 
neimittel angcsehen. 

3 Per Embryonale Stammzelltest 

Reproduktionstoxikologische Studien erfol- 
gen im allgemeinen relativ spat in der Ent- 
wicklung eines Arzneimittelkandidaten. 
Teratogene Befunde fuhren jedoch in den 
meisten Fallen (abhangig vom vorgesehe- 
nen Indikationsgebiet) zum Abbruch der 
Entwicklung einer Substanz. Es ist daher 
wiinschenswert, einTestsystem zu besitzen, 
das schon fruhzeitig Hinweise auf das tera- 
togene Potential einer Substanz bietet. 

fn den leizten Jahren wurden eine Reihe 
von in vitro Embryotoxizitatstcsts entwik- 
kelt, wie z.B. ein Test an Froschembryo- 
nen (frog embryo teratogenesis assay Xe- 
nopus, FETAX; Bantle et al. f 1999), ein 
Test an Rattenembryonen (Rat Whole Em- 
bryo Culture Test; Brown and Fabro, 1 98 1 ; 
Schmid et al., 1983) und Tests an Kultu- 
ren embryonaler Gewebe, wie der Micro- 
mass Test (Flint, 1993). Ein weiterer in 
vitro Embryotoxizitatstest ist der von 
Spielmann et al. (1997) entwickelte Em- 
bryonale Stammzelltest (EST). Dieser be- 
sitzt den VorteiL dass es sich hierbei urn 
ein Saugerzellsystem handelt, jedoch kei- 
ne trachtigenTiere getdtet werden mtissen, 
da ausschlieBlich etablierte Zelllinien ver- 
wendet werden. Der EST macht sich zu 
Nutzen, dass embryonale Stammzellen 
(ES-2ellen) in Zellkultur unter geeigneten 
Bedingungen zu Zellen aller drei Keim- 
blatter differenzieren konnen. Im EST 
werden ES-Zellen der murinen Zelllinie 
D3 auf ihre FShigkeit hin untersucht, un- 
ter Substanzeinwirkung zu schlagenden 
Herzmuskelzellen zu differenzieren (Me- 
thode siehe Abbildung 3). Im Vergleich 
dazu wird die Wirkung der Testsubstanz 
auf die Oberlebensfahigkeit einerseits der 
ES-Zellen, andererseits einer ausdifferen- 
ziertes Gewebe reprasentierenden 3T3-Fi- 
broblastenzelllinie bestimmt. 



Fur den EST werden daher drei End- 
punkte nach jeweils 10 Tagen Substanz- 
behandlung gemessen: ( 1 ) die Halbhemm- 
konzentration fur die lnhibierung der Dif- 
ferenzierung der ES-Zellen zu schlagen- 
den Herzmuskelzellen (50% inhibition 
concentration for differentiation, ID^), (2) 
die mittels MTT-Tests bestimmte Zytoto- 
xizitat der Testsubstanz auf die ES-Zellli- 
nie D3 (Halbhemmkonzentration 10^03) 
und (3) die Zytotoxizitat auf 3T3-Fibro- 
blasten (IC W 3T3). Mit Hilfe der linearen 
Diskriminanzanalyse wurde ein PrSdikti- 
onsmodell entwickelt, das aufgrund der 
Zahlenwerte der drei Endpunkte Testsub- 
stanzen m drei Embryotoxizitatsklassen 



deutlich hoher, teilweise auch iiber der 
maximal verwendeten Konzentration von 
1000 ng/ml. Die ES-Zellen sind gegenuber 
diesen Substanzen zum Teil sogar unemp- 
findlicher als die Fibroblasten. 

In einer von ECVAM initiierten und von 
der ZEBET koordinierten Pravalidiemngs- 
und Validierungsstudie wurden der EST so- 
wic der Whole Embryo Culture Assay und 
der Mivromass Assay evaluiert. In der Vali- 
dierungsstudie wurden 20 Substanzen mit be- 
kanntemteratogenen Potential unter blinden 
Bedingungen in verschiedenen europitischen 
Laboratorien getestet. Der EST zeigte dabei 
eine korrekte Klassiftzierung von 78% der 
getesteten Substanzen. Insbcsondcre fur stark 



Iao-0; 



Tag 3: 



Tag_5: 



Zellkultur In "hanging drops" 
tnduktion von ES-Zellaggregaten 



Kultivierung in Suspensionskultur 
Dlfferenzierung In "embryold bodies" 

1 



Tag 10: 



Kultivierung in 24-well-Platten 
Dlfferenzierung zu Herzmuskelzellen 

ZShlen von Wells mit kontrahlerenden Herzmuskelzellen 



bel Substanzbehandlung: 
Bestlmmung des ID M -Wertes (= 50 % lnhibierung der Dlfferenzierung) 



Abbildung 3: Der Embryonale Stammzelltest (EST): Testprlnzip des Dlfferenzierungs- 
assays mit Embryonalen Stammzellen der Linle D3 (nach Spielmann et al., 1997). 



(nicht, schwach und stark embryotoxisch) 
einstuft (Scholz et at., 1999). 

In Abbildung 4 sind typische Dosis- Wir- 
kungskurvcn am Bcispicl der stark em- 
bryotoxischen Substanz 5-Fluorouracil 
sowie der nicht-embryotoxischen Substanz 
Ascorbinsaure gezeigt. Fur stark embryo- 
toxische Substanzen liegen die ID^- und 
ICjp-Werte im allgemeinen bei sehr nied- 
rigen Konzentrationen. Die ES-Zellen sind 
dabei meist empfindlicher gegenuber der 
Wirkung der Substanzen als die Fibrobla- 
sten. Die Differenzierung wird haufig bei 
noch geringeren Konzentrationen ge- 
hemmt als das Wachstum der ES-Zellen. 
Bei nicht embryotoxischen Substanzen lie- 
gen dagegen die 1C 50 - und ID^-Werte meist 



embryotoxische Substanzen waren die Er- 
gebnisse sehr uberzeugend (Spielmann et al., 
1998; weitere Publikationen in Vorberei- 
tung). 

Mit dem EST steht also ein Testsystem 
zur Verfiigung, mit dem sich mit geringen 
Substanzmengen schon fruhzeitig in der 
Entwicklung eines Arzneimittelkandidaten 
dessen embryotoxisches Potential untersu- 
chen lasst. DarUbcr hinaus lassen sich ES- 
Zcllcn auch filr weitcrgehende mechani- 
stische Untersuchungen verwenden. ES- 
Zellen konnen unter entsprechenden Kul- 
turbedingungen auBer zu Herzmuskelzel- 
len noch zu einer Reihe weiterer Zellty- 
pen differenzieren, wie z.B. zu Nerven zel- 
len, Muskel zellen und hamatopoetischen 
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Konzentratlon 5-Fluoro uracil [jjg/ml] Konzentration AscorbinsSure [pg/ml] 

Abb.4: Typische Dosis-Wlrkungskurven fur die drei Endpunkte des ESTs: Zytotoxlzitfit bei den embryonalen Stammzellen D3 und bel 
der Fibroblastenzelllinie 3T3 und Inhlblerung der Dlfferenzlerung der D3-ZelJen a) unter Verwendung der stark embryotoxischen 
Substanz 5-Fluorouracil, b) unter Verwendung der nlcht embryotoxischen Substanz Ascorblns&ure. 



Zellcn. Der Eintluss einer Substanz auf 
diese Differenzie rungs we ge kann daher an 
ES-Zellen beispielweise durch Bestim- 
mung von Genexpressionsmustem unter- 
sucht werden. 

4 Schlussfolgerung 

Die Anwendung von Zellkulturmethoden 
wie dem Embryonalen Stammzelltest und 
primaren Hepatozyten in der Arzneimittel- 
entwicklung bringt eine Reihe von Vortei- 
len. Aufgrund des im Vergleich zum Tier- 
versuch geringen Substanzbedarfs und der 
relati v kurzen Testdauer ermoglichen sie das 
friihe Screening einer groBeren Zahl von 
Substanzen. Sie untersrtitzen daher die Aus- 
wahl der aus toxikologischer Sicht erfolg- 
versprechendsten Entwicklungskandidaten 
und konnen somit zu einer Reduzierung von 
Tierversuchen fiihren. AuBecdem lassen 
sich mit Hilfe von Zellkultursystemen zu- 
satzliche Informationen zum Tierversuch 
gewinnen, da zum einen mechanistische 
Studien Ieichter moglich sind und zum an- 
deren durch die Verwendung humaner Zell- 
kultursysteme schon fruhzeitig humanspe- 
zifische Toxizitat untersucht werden kann. 
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